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RESUMEN

La finalidad del presente trabajo fue evaluar los efectos de la aplicacion de
atmosferas modificadas sobre la composicion bioquimica del arazd a una
temperatura de 12 °C por diez dias de almacenamiento. La primera fase del
estudio consistio en validar los métodos para la cuantificacion de los
compuestos bioactivos. La segunda fase evalué el efecto de la aplicacion de
mezclas gaseosas de baja y alta concentracion de oxigeno sobre los
componentes bioactivos. Las mezclas gaseosas de baja concentracion de
oxigeno fueron: G1: 2,5/2,5; G2: 2,5/5; y las mezclas de alta concentracion de
oxigeno fueron G3: 80/10; G4: 80/20 y G5: 90/10 (% Oz % COz2), todos los
analisis se realizaron con sus respectivas muestras control que corresponde
al aire atmosfeérico.

Las mezclas gaseosas que ayudaron a conservar los polifenoles fueron el
tratamiento G1 con una diferencia relativa del 103 % con respecto a su aire
control de igual manera el tratamiento G2 con el 88,49 %, respecto a los
flavonoides las mezclas mencionadas anteriormente conservan con un mayor
porcentaje dichos compuestos a diferencia de su aire su aire control con un
66,64 % G1ly 76,05 % G2.

La mezcla que mostro una diferencia relativa en el contenido de carotenoides
y no permitio el desarrollo de los mismos en pulpa fue tratamiento el G2 con,
- 36,32 % y para el andlisis de carotenoides en cascara el tratamiento que
mostro una diferencia relativa fue el G5 con un 10,70 %. Mientras que para
mantener la clorofila, fue el tratamiento G2 que mostro una diferencia relativa
de 34,99%.

Palabras clave: atmodsferas modificadas, evaluacién bioquimica, araza,

conservacion de alimentos, compuestos bioactivos.



ABSTRACT

The purpose of this work was to evaluate the effects of the application of
modified atmospheres on the biochemical composition of the araza at a
temperature of 12°C for ten days of storage. The first phase of the study is to
validate the methods for the quantification of bioactive compounds. The
second phase evaluated the effect of the application of gaseous mixtures of
low and high oxygen concentration on the bioactive components. The gas
mixtures with low coffee concentration were: G1: 2.5/ 2.5; G2: 2.5 / 5; and
mixtures of high oxygen concentration were G3: 80/10; G4: 80/20 and G5:
90/10 (% 0O2% CO2), all analyzes were performed with their respective control
samples corresponding to atmospheric air.

The gaseous mixtures that helped to conserve the polyphenols were the G1
treatment with a relative difference of 103% with respect to its control air, in
the same way the G2 treatment with 88.49%; respect to the flavonoids,
characteristic, previously, conservation, with, a, greater, percentage, said,
compounds, a, difference, of, its, air, air, control, with, a 66.64%, G1, and, 76
, 05%, G2.

The mixture that showed a relative difference in carotenoid content and did not
allow the development of pulp in the G2 treatment with -36.32% and for the
analysis of carotenoids in the shell The treatment that showed a difference was
the G5 with a 10.70% While to maintain chlorophyll, it was the G2 treatment
that showed a relative difference of 34.99%.

Keywords: modified atmospheres, biochemical evaluation, arazé, food

preservation, bioactive compounds.



INTRODUCCION

En la actualidad, la produccion de frutas amazoénicas ha ganado un gran
espacio en el mercado global, particularmente el arazd (Eugenia stipitata
McVaugh) que es considerado una fruta exoética y de alto contenido en
antioxidantes. Ello significa que su consolidacion en forma de cadena de valor
puede traer beneficios econdmicos y sociales a los productores de este fruto
(Hernandez, Barrera, Carrillo, et al., 2007). En el Ecuador, el cultivo de araza
es de 704 ha de superficie plantada a nivel nacional, y de forma silvestre y en
sistemas agroforestales en las provincias del oriente es de 250 ha (INEC,
2000).

El arazé (Eugenia stipitata McVaugh) pertenece a la familia de las mirtaceas
y es originario del Alto Amazonas (Colombia, Brasil, Pert y Ecuador). Se
desarrolla en climas en los que la temperatura oscila entre los 18 °C a 30 °C,
se adapta a suelos con alta saturacion de aluminio y bajos niveles de fertilidad,
conun pHde 4,5a5,5 (Coronel, 2001). Segun Garzén et al. (2012), el araza
es un fruto alto en contenidos fendlicos, por lo tanto la fruta tiene un alto

contenido antioxidante.

El uso de atmdsferas modificadas es una técnica que ayuda a la reduccion del
dafio por frio a baja temperatura y la deshidratacion y también retrasan el
desarrollo del color en las frutas, pérdida de peso, firmeza y mantienen los
niveles de acidos organicos y demas nutrientes (Gallego et al., 2002).

Se ha demostrado que las frutas son ricas en antioxidantes, capaces de inhibir
la accion de radicales libres, es decir, no detienen la formacién de éstos sino
que al reaccionar con ellos los estabilizan, produciendo radicales menos

reactivos (Cozzano, 2009).



CAPITULO I.- EL PROBLEMA
1.1. TEMA

EVALUACION DEL EFECTO DE LA APLICACION DE ATMOSFERAS
MODIFICADAS EN LA COMPOSICION BIOQUIMICA DEL ARAZA
(Eugenia stipitata McVaugh)

1.2.JUSTIFICACION

El Ecuador es pionero en el sector fruticola por la gran variedad de frutas
que aqui se producen. En la Amazonia, se producen frutales con alto
potencial de exportacién como es el araza, cuyo fruto es rico en vitaminas,
minerales y antioxidantes (Mena Chimba, 2009). Su pulpa &cida contiene
altos niveles de vitamina C, provitamina A, proteinas y acido malico y tiene
un aroma muy agradable. Los componentes bioactivos del araza poseen
beneficios en la salud humana debido a las propiedades antioxidantes del
fruto pues estos antioxidantes neutralizan radicales libres los cuales son

precursores del cancer (Yahia, 2011).

Existen diversas formas de conservacién de frutos, siendo la refrigeracion
una de las técnicas mas convenientes para productos perecederos,
existiendo ademéas métodos quimicos y fisicos (Acero, 2006). Entre éstas,
el uso de atmosferas modificadas es una técnica interesante desde el
punto de vista de la calidad, ya que no deja residuos quimicos en los
productos. Su finalidad es cambiar el microambiente del producto
envasado o almacenado, inyectando mezclas de gases que habitualmente
estan compuestas por proporciones variables de oxigeno (O2), dioxido de
carbono (COz), y nitrogeno (N2) (Garcia, 2007).

La utilizacion de atmosferas modificadas ayuda a la prolongacion de la vida

util de los alimentos, debido a que minimizan las tasas de degradacion

bioquimica, enzimética y microbiana (Kirtil et al., 2015).
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El mecanismo de accién de las atmésferas modificadas permite frenar el
metabolismo del fruto y reducir la respiracion, retrasando su deterioro
fisiolégico y microbiano (Calero, 2006). De igual manera la aplicacion de
atmosferas modificadas ayudan a la disminucién del contenido de la
clorofila y la biosintesis de carotenoides presentes en las frutas (Kader,
1986). Las atmosferas modificadas restringen los cambios de composicion
como el desarrollo de antocianos, prevencion de la rancidez y el
pardeamiento enzimatico, manteniendo el color mismo que determina el
estado de madurez e indica que en el interior de la fruta existen una gran
cantidad de antioxidantes (polifenoles, flavonoides, antocianos) vy
protegiendo las vitaminas de los productos frescos (Ospina y Cartagena,
2008).

Con este estudio se propone evaluar el efecto de la aplicacién de cinco
mezclas gaseosas compuestas por Oz, CO2, y N2 en la composicion
bioquimica del araza (Eugenia stipitata McVaugh) que permita elegir la
mejor concentracion gaseosa para optimizar la conservacion de los

compuestos bioactivos del fruto.
1.3.0OBJETIVOS

1.3.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la aplicacion de atmdsferas modificadas sobre la

composicién bioquimica del araza (Eugenia stipitata McVaugh).

1.3.2. Objetivos especificos
e Adecuar y validar las técnicas analiticas de determinacion de
carotenoides, clorofilas, flavonoides y polifenoles en cascara y

pulpa de araza.

e Determinar el contenido de carotenos totales y clorofilas a, by c en

la cascara del arazd almacenado bajo atmdésferas controladas, en
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base a diversas combinaciones gaseosas de Oz, CO2 y Nz, en

condiciones de refrigeracion.

Determinar el contenido de carotenos, flavonoides y polifenoles
totales en la pulpa de araza almacenado bajo atmosferas
controladas, en base a diversas combinaciones gaseosas de O,

CO2y Nz, en condiciones de refrigeracion.

Establecer la mezcla gaseosa idonea en base a la relacion entre las

variables bioquimicas estudiadas y la calidad de la fruta.
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CAPITULO II.- MARCO TEORICO
2.1. ARAZA

2.1.1. Botanica

El arazd (Eugenia Stipitata McVaugh) es originario del suroeste de la
Amazonia brasilefia, la cual acoge la mayor diversidad genética del fruto. La
planta de araza pertenece a la familia de las Mirtaceas y su desarrollo éptimo
se da a una temperatura que oscila entre 18 y 30 °C (Romero Haro y
Saquinga Pilco, 2012).

Segun Hernandez et al. (1999), los suelos en el que se desarrolla el araza no
son necesariamente altos en fertilidad. Para la siembra del araza, el suelo
debe contener: fosforo, calcio y magnesio, elevada saturacion de aluminio (80
%) y acidez. Existen dos subespecies de Araza, la E. stipitata subsp. stipitata
gue es un arbusto de tamafio medio con mayor cantidad de estambres y con
hojas, flores y frutos de mayor tamafio a comparacion de E. stipitata subsp.
Sororia, que presentan estambres, hojas , flores, y frutos de menor tamafo
(Hernandez, Barrera y Carrillo, 2004). La subespecie mas extendida en el
campo agricola es la E. stipitata subsp. sororia debido a la alta produccion de
frutos y la resistencia a enfermedades. En el Ecuador, la produccién de Araza
se encuentra dividida en varias zonas, la mayor parte se ubica en las
provincias de Sucumbios, Napo, Orellana, Pastaza; con menor produccion se
produce en las provincias de los Rios y Santo Domingo de los Tsachilas
(Espin Chavez y Alvarez Bonilla, 2007). ElI arazd (Eugenia stipitata
McVaugh) posee las siguientes caracteristicas: piel del fruto del araza, en su
madurez, de color amarillo, de forma esférica con un diametro de 8 a 12 cmy
un peso entre 100 a 200 g. La pulpa es acida y de color amarillento (Toledo,
2010).

2.1.2. Cosecha

Segun Hernandez et al. (2006), la maduracion es un factor que hay que tomar

en cuenta antes de la cosecha debido a que es la transicion entre el
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crecimiento, el desarrollo y la senescencia e involucra cambios de color,
sabor, y la textura.
El pardmetro sensorial mas eficaz para identificar estados de madurez del

araza es, en general, el color, para lo cual se presenta la Tabla 1.

Tabla 1. Escala de color durante el desarrollo y maduracion del Araza

Escalade Estado Color Descripcién
color Valores
Descripcién
coordenadas
L=52-54 Color .vero.l,e oscuro, 'Ieve
1 Inmaduro Verde C=32-37 modificacién a tonalidad
H=106-108 mate
Verde- L=54-57 Color verde claro sin brillo
2 Maduro Verde-mate C=38-41
H=101-105
o Verde- L=58-60 Color verde con 10-25 % de
3 Pintén amarillo C=42-44 color
H=95-99
. Verde- L=61-64 Color amarillo del 50 %
4 Pinton 34 amarillo C=45-48
H=89-94
L=65-67 Color amarillo en el 100 %
5 Maduro Amarillo C=49-54 de la superficie
H=83-88
Sobre Amarillo L=68-71 Color amarillo oscuro, fruto
6 maduro Oscuro €=55-69 blando
H=80-84

Fuente: Ferndndez-Trujillo et al. (2011).

La recoleccion de la fruta debe realizarse de forma manual cuando el color de
la fruta es verde amarillento, en el transcurso de la novena semana tras el
cuajado. La recoleccion de la fruta se recomienda que se la haga en bandejas
plasticas perforadas y poco profundas, puesto que la fruta madura es muy
delicada y no tolera la manipulacion (Toledo, 2010). Debido a su alta
perecibilidad, la vida util del araza dificilmente puede mantenerse estable mas
alla de 5 dias (M. Hernandez et al., 2009).
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2.1.3. Postcosecha

El araza es un fruto altamente perecible debido a un alto porcentaje de
humedad de alrededor del 90 %, lo cual incide en el incremento de la tasa
respiratoria. Para retrasar la perecibilidad existen varios factores de la
postcosecha que se deben tener en cuenta. El fruto debe colocarse en cajas
rigidas y resistentes con menos de tres hileras de frutos y transportarlos de
manera cuidadosa para evitar el aplastamiento de los mismos (Laverde
Acurio, 2010). Los frutos deben ser almacenados en refrigeracion con una
temperatura entre 8-10 °C. y una humedad relativa entre 85-90 %

(Hernandez, Barrera, Paez, et al., 2004).

Existen factores bidticos y abidticos que intervienen en el deterioro
postcosecha del araza. Los factores bidticos hacen referencia a reacciones
biolégicas que se dan en el fruto como atague de microorganismos que
provocan plagas; los microorganismos causantes de estas plagas son
Atractomerus inmigrans (Coleo6tera, curculionidae) y Conotrachelus eugeniae
que provocan al fruto puntos negros y paralizan el crecimiento y maduracion.
La enfermedad méas conocida e importante que ataca el araza es la
antracnosis causada por Gloesporium spp. la cual ocasiona necrosis en la
superficie del fruto. Estos microorganismos pueden afectar al fruto desde sus
fases inmaduras apreciandose el dafio después de la cosecha, durante el
almacenamiento (Acevedo y Arenas, 2015). Los factores abidticos hacen
referencia a factores externos como el clima, temperatura, y el suelo. Estos
factores influiran en el fruto ayudando a que sea mas perecedero y no
conservando sus caracteristicas organolépticas después de la cosecha

(Hernandez, Barrera, Trujillo, et al., 2007).
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2.1.4. Respiracion

Segun Barreiro y Sandoval (2006), la respiracion a nivel celular ocurre por
diferentes vias metabdlicas, de las cuales se pueden citar: la secuencia de la
glicdlisis, el ciclo de acido tricarboxilico y el ciclo de las pentosas.

La secuencia de la glicolisis permite la transformaciéon metabdlica de las
hexosas en piruvato, es decir, transforma una molécula de hexosa en dos
moléculas de piruvato. Esto ayuda a la obtencién de energia y precursores
biosintéticos tanto en condiciones anaerobias como aerobias (Peretd, 2007).
La siguiente fase de la respiracion celular es el ciclo del &cido tricarboxilico
que consiste en la oxidacion a CO2 de los carbonos donados por el grupo
acetilo y los electrones que pasan a los transportadores de electrones. La
coenzima A es el nexo entre la oxidacion del acido piravico y el ciclo de Krebs.
En el transcurso de estas reacciones parte de la energia liberada por la
oxidacion de los enlaces C-H y C-C se usa para convertir ADP en ATP (una
molécula por ciclo) y otra parte para producir NADH y H* a partir del NAD (tres
moléculas por ciclo). Asi, el rendimiento energético total del ciclo de Krebs
para una molécula de glucosa es de dos moléculas de ATP, seis moléculas
de NADH y dos moléculas de FADH2 (Schne et al., 2008).

El ciclo de las pentosas o ciclo de Calvin es un proceso anabdlico, es decir,
elabora azlcar a partir de moléculas mas pequefias y consume energia. El
carbono al entrar en el ciclo de Calvin ingresa en forma de CO2 y sale en forma
de azucar. Para realizar el ciclo se consume ATP como fuente de energia y
consume NADPH como poder reductor para agregar electrones de alta
energia para elaborar el azucar. El hidrato de carbono producido por este ciclo
en realidad no es glucosa, sino un azucar a partir de tres carbonos llamados

gliceraldehido-3-fosfato (Campbell y Reece, 2007).
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2.1.5. Tasa Respiratoria (TR)

Segun Montalvo (2011), el valor maximo de la tasa respiratoria de un fruto se
denomina pico climatérico o climaterio. Esto se ve influenciado por la
produccion de CO:2 y de etileno (Cz2H4), ayudando al desarrollo de las

caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas de la fruta (Figura 1).

Al cambiar de forma notoria la respiracion de frutos climatéricos en su
maduracion, se utiliza la tasa respiratoria (mg CO2-kg?-h'1) del fruto como
indicador del estado de madurez. Ademas permite identificar los dafios
producidos en el fruto, debido a que cualquier tipo de dafio tanto fisico,
bioquimico o por frio provocan el incremento de la tasa de respiracion

(Almenar et al., 2013).
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Figura 1. Desarrollo de frutas climatéricas y no climatéricas. Fuente: Montalvo (2011)
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2.1.6. Atmdsfera Modificada (AM)

La utilizacion de atmosferas modificas es una técnica que ayuda a extender
la vida util de frutas y vegetales retrasando el proceso de maduracion. Al usar
bajas concentraciones de O: se ralentiza el proceso de respiracion y la
produccion de etileno. Las altas concentraciones de CO:2 disminuyen el
proceso de maduracion ya que este actia como inhibidor competitivo del
etileno (Sora et al., 2006).

Las concentraciones de los distintos gases a aplicar dependen del tipo de fruta
o de la variedad de la misma, ya que distintos estudios han demostrado que
las frutas y hortalizas tienen un limite especifico de tolerancia a diferentes

combinaciones de Oz y de CO2 (Sanchez, 2017).

2.1.7. Antioxidantes

Los antioxidantes son compuestos quimicos que se encuentran
mayoritariamente en frutas y verduras. Entre los mas conocidos figuran los
tocoferoles, el acido ascérbico, los flavonoides (quercitina, robinutina,
luteolina, kaempferol, catequinas, etc.), las antocianinas, los carotenoides o
los acidos fendlicos (acido cafeico, ferulico, galico o clorogénico) (Paulino,
2013). Segun Ferraro (2016), los polifenoles pueden clasificarse de acuerdo
al numero de carbonos presentes en su estructura base. Un ejemplo es el
grupo fenol Ce-C1, cuyo componente mas comun en las frutas es el acido
gdlico. Esta estructura es adecuada para ejercer una accion antioxidante, es

decir, atrapa radicales libres.

Los carotenoides son responsables de dar el color y tonalidad a la fruta. La
roja, naranja y la amarilla, ademas de dar color, tienen una accion vitaminica
(a y B caroteno) al ser precursores de la vitamina A. estos pigmentos se
encuentran en la células vegetales, en el interior de organulos especificos,
como los cloroplastos y cromoplastos (Mosquera, 2005). Segun Mariano
(2004), la reduccion de carotenoides en la conjugacion produce formas
amarillas, mientras que su oxidacion genera formas rojas. Los carotenos son
tetraterpenos liposolubles, los cuales son considerados como ocho unidades

de isopreno (CsHs) que forman una estructura alifatica aliciclica.
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Los flavonoides son un numeroso grupo de compuestos que tienen en su
estructura el conjunto Cs-C3-Cs, el cual se caracteriza por tener un alto poder
antioxidante, el mismo que protege del desarrollo tumoral (Bello Gutiérrez,
2000).

Los polifenoles son compuestos pertenecientes a la familia de los fenoles,
sustancias presentes en la naturaleza que poseen anillos aromaticos con
sustituyentes hidroxilos. Dichos compuestos son potentes antioxidantes, en la
mayoria de los casos por su estructura, que donan H* (poder reductor) o
electrones. Estos compuestos suelen encontrarse en frutas, verduras,

semillas.(Kinsella, 1993).

La presencia del grupo hidroxilo del fenol es el que determina la acidez de
este, mientras que a su vez el anillo aromatico es el que caracteriza la
basicidad del compuesto polifendélico. A tal efecto, los polifenoles tienen un
bajo punto de fusion, se cristalizan en prismas incoloros, con un olor
ligeramente picante. La miscibilidad en agua es ilimitada, aunque por encima
de ciertas temperaturas aumenta y dependiendo de la presencia de grupos
hidroxilo metilados puede aumentar o disminuir, segun sea mas alta o mas
baja la concentraciébn de estos, respectivamente, aunque es facilmente
soluble en disolventes organicos como hidrocarburos aromaticos, alcoholes,
cetonas, éteres, acidos e hidrocarburos halogenados y menos soluble en

hidrocarburos alifaticos (Rappaport, 2004).

2.2. ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

Cuéllar y Anzola (2012) evaluaron la capacidad antioxidante de polifenoles y
carotenos tanto de la cascara como de la pulpa de araza, en cuatro estados
de madurez (verde, pintdon, maduro y sobremaduro). Para la extraccion de
compuestos fendlicos se utilizd como solvente una mezcla de agua y acetona
(70:30) y su analisis se llevo a cabo con el método colorimétrico de Folin-
Ciocalteu. Ademas se identificaron parcialmente por HPLC en fase reversa,

con arreglo de diodos. Los resultados que se obtuvieron fueron los siguientes:
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El contenido de polifenoles en la pulpa fue mayor en el estado verde (1200
mg/1000 g fruto en base humeda, BH) seguido del maduro (1100 mg/1000 g
fruto BH), pinton (905 mg/1000 g fruto BH) y sobremaduro (550 mg/1000 g
fruto BH), mientras que en la cascara fue mayor en los estados maduro (170
mg/1000 g fruto BH) y verde (295 mg/1000 g fruto BH), seguidos del pinton
(2100 mg/1000 g fruto BH) y sobremaduro (50 mg/1000 g fruto BH). Para los
resultados de carotenos, los investigadores obtuvieron que la pulpa del araza
presentd una mayor cantidad en estado maduro (110 mg/1000 g fruto BH) y
pintén (90 mg/1000 g fruto BH), mientras que en la cascara fue mayor en el
estado sobremaduro (50 mg/1000 g fruto BH) seguido del verde (45 mg/1000
g fruto BH). Concluyeron que la mayoria de los antioxidantes se encuentran

en el estado verde y maduro.

Vargas y Narvaez (2005), evaluaron el comportamiento de los compuestos
antioxidantes del araza. Para esto la fruta fue cosechada en su madurez
fisiolégica y almacenada por 6 dias a 25 °C. Al realizar esta experimentacion
determinaron que los compuestos fendlicos se vieron afectados durante el
almacenamiento debido a los procesos metabdlicos de maduracion y se
encontré que los frutos presentaron su maximo climatérico luego de dos dias
de almacenamiento. En su madurez de consumo, el contenido de fendlicos
totales (7,8 mg de catequina/ g pulpa en araza en base seca, BS 0 1,2 mg de
catequina/ g pulpa en araza en base humeda, BH) se encontro en el intervalo

de contenido de catequina de diferentes frutas.

2.3. HIPOTESIS

Ho: La aplicacion de diferentes combinaciones gaseosas mediante atmdsferas

modificadas no influye en la composicion bioquimica del araza

Ha: La aplicacion de diferentes combinaciones gaseosas mediante atmosferas

modificadas influye en la composicion bioquimica del araza
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2.3.1. Sefialamiento de variables de la hipotesis
a) Variables independientes

e Tratamientos gaseosos (combinaciones de gas/tiempo)

b) Variables dependientes

Polifenoles (pulpa)

Flavonoides (pulpa)

Carotenoides (pulpa y cascara)

Clorofila (cascara)
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CAPITULO lIl.- MATERIALES Y METODOS
3.1. Materiales
3.1.1. Materia organica

Para el desarrollo del trabajo de investigacién se empled el fruto del arazé
(Eugenia stipitata McVaugh) en estado de madurez grado 2 y 3, tal como lo
describieron Fernandez-Trujillo et al. (2011). Este fruto se obtuvo de la
provincia de Orellana, sector “Las Tecas”. Los frutos fueron transportados
durante la noche, posteriormente aclimatados a la temperatura de ensayo de
12 °C y finalmente sometidos a las distintas combinaciones de gases

utilizadas para la generacién de atmdésferas modificadas.

3.2. Métodos

3.2.1. Aplicacién de atmosferas modificadas

La generacion de las diferentes combinaciones gaseosas se realizd
empleando un mezclador de gases KM100-3 FLOW (WITT Gasetechnik,
Alemania) usando como suministro bombonas de gas a presién de oxigeno
(pureza 99,5 %), nitrégeno (pureza 99,5 %) y CO2 (pureza 99,9 %) de diversos
proveedores locales (Linde Ecuador, OXICEN 3), un tanque de
almacenamiento de mezcla de acero inoxidable (10 L) fabricado por WITT
Gasetechnik (Alemania) y un sistema completo de racoreria neumatica que
incluyé reguladores de presion de doble etapa (tipo Harris), valvulas de control
de caudal, valvulas de corte, reducciones, conexiones rapidas y tuberia de

material polimérico, teflon y poliamida (Angos et al., 2008).

Sanchez, (2017), aplicO combinaciones gaseosas estudiadas que se
compararon frente atmésferas control, las cuales se generaron mediante la
inyeccion de aire atmosférico con un compresor de membrana, libre de aceite
(Marathon Electric, modelo 5KH33GN293KX, México), a un caudal de 450 mL
h-1, para arrastrar de forma efectiva los gases generados en el interior de las
camaras de respiracion y almacenamiento. Todas las mezclas gaseosas

generadas se humidificaron previamente a su inyeccién en las camaras de
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respiracion mediante borboteo a través de un recipiente con agua, hasta
alcanzar aproximadamente un 90 % de humedad relativa (Guevara, 2017).

Dicho procedimiento se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Esquema del sistema cerrado para la determinacion de tasas de respiracion y
generacion de las mezclas gaseosas. TR: camaras para determinacion de la tasa de
respiracion con tres réplicas (botes para respiracion); DR: camaras para determinacion de
ensayos destructivos. Fuente: (Guevara, 2017).

3.2.2. Preparacién de la muestra

Las muestras fueron trasladadas en una nevera portatil con hielo quimico al
Instituto Nacional Autbnomo de Investigaciones Agropecuarias — INIAP,
Estacion Experimental Santa Catalina ubicado en Quito, especificamente al
Laboratorio de Servicio de Analisis e Investigacion en Alimentos LSAIA en el
Departamento de Nutricion y Calidad, donde fueron ingresadas para su

respectivo andlisis.

23



e Liofilizacion

Las muestras fueron liofilizadas para reducir la perdida de compuestos que
son responsables del sabor y aroma en los alimentos por oxidacion. Es un
proceso de secado por sublimacién que consta de dos partes: el primer paso
consiste en congelar el producto a -80 °C, mientras que el segundo consiste
en mantener una presion de 1 Pa durante el tiempo suficiente para conseguir
la evaporacion del agua presente en el producto (Orrego, 2008). Para esta
operacion se utilizé un liofilizador LAB-KITS, modelo FD 18-MR (Hong Kong,
China).

3.2.3. Polifenoles totales

Para la determinacion de polifenoles totales se utilizé el método descrito por
Espin y Samaniego (2016). Se peso6 la muestra liofilizada de araza en una
balanza analitica (Shimadzu libror, AEG-220; Kyoto, Japdn) y se afiadi6 la
solucion de metanol, agua, acido férmico 70/30/0,1 v/v/v. Para la extraccion,
se agit6 la mezcla con un Vortex (Mistral 4600, Multi-Mixers; lllinois, Estados
Unidos), se llevé a un bafio ultrasénico (Cole-Parmer 8892- MTH; lllinois,
Estados Unidos), se centrifugd en una centrifuga Damon (IEC, Serie 04938;
Estados Unidos). Una alicuota de la solucién extraida se hizo reaccionar con
el reactivo Folin-Ciocalteu y carbonato de sodio al 20 % y se llevé a un bafio
Maria (Memmert WNB7-45; Schwabach, Alemania). Por ultimo se pasé la
solucion a una celda de vidrio, para ser leida la absorbancia en un
espectrofotometro (Shimadzu UV-VIS 2600 Kyoto, Jap6n) a una longitud de
onda de 760 nm.

Para la cuantificacion de polifenoles totales se utilizo la ecuacién 1

PT =22, YT L FD % 100 Ec.1
PM

a
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Donde PT es el contenido de polifenoles totales (mg-acido gélico 100 g
materia seca), A es la absorbancia (adimensional), b y a son el punto de corte
y la pendiente de la curva de calibracion del acido galico, respectivamente, VT
es el volumen total (mL), PM es el peso de la muestra (g) y FD es el factor de

dilucién (adimensional).
3.2.4. Flavonoides totales

La determinacién de flavonoides totales se realizd siguiendo el método
descrito por Zhishen et al. (1999). Se pesoé la muestra liofilizada de araza en
una balanza analitica (Shimadzu libror, AEG-220; Kyoto, Japon) y se afiadio
una solucién de metanol, agua y acido férmico 70/30/0,1 v/vlv, para llevar a
cabo la extraccion. Se agit6 la mezcla en un vortex (Mistral 4600, Multi-Mixers;
lllinois, Estados Unidos) y se llevé a un bafio de ultrasonico (Cole-Parmer
8892- MTH; lllinois, Estados Unidos) y se centrifugd en un equipo Damon IEC
Serie 04938 (Estados Unidos). Una alicuota del sobrenadante se hizo
reaccionar con nitrato de sodio, cloruro de aluminio e hidroxido de sodio. Por
altimo se paso la solucion a una celda de vidrio, para leer la absorbancia a
490 nm (espectrofotbmetro Shimadzu UV-VIS 2600 Kyoto, Japon).

Para la cuantificacion del contenido de flavonoides totales se utilizé la
Ecuacion 2

FT =222 YL L FD % 100 Ec. 2
a PM

Donde FT son el contenido de flavonoides totales (mg-catequina 100 g*
materia seca), A es la absorbancia (adimensional), b y a son el punto de corte
y la pendiente de la curva de calibracién de la catequina, respectivamente, VT
es el volumen total (mL), PM es el peso de la muestra (g), FD es el factor de

dilucion (adimensional).

3.2.5. Carotenoides totales en pulpay cascara

La determinacion de carotenoides totales se realiz6 siguiendo el método

descrito por Leong y Oey (2012). Inicialmente se peso la muestra liofilizada
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de araza en una balanza analitica (Shimadzu libror, AEG-220; Kyoto, Japén),
seguido de cloruro de calcio, la funcidén de este es separar la fase organica e
inorganica, y se afadié una soluciébn de hexano, acetona, etanol, BHT
50/25/25/0,1 viviviv, para llevar acabo la extraccion. Se agité la mezcla en un
vortex (Mistral 4600, Multi-Mixers; lllinois, Estados Unidos) y se centrifug6 en
un equipo Damon IEC, Serie 04938 (Estados Unidos). Por ultimo se paso el
extracto a una celda de vidrio, para leer la absorbancia a 450 nm
(Espectrofotbmetro Shimadzu UV-VIS 2600 Kyoto, Japdn).

Para la cuantificacién de carotenoides totales se utilizé la Ecuacion 3.

__ AxVT*103xWMx10°

CT exb*PM

Ec. 3

Donde CT es el contenido de carotenoides totales en mg-100 g, A es la
absorbancia, € es el coeficiente de extincion molar del B-caroteno en
L-molt-cm, b es el ancho de la celda en cm, VT es el volumen total en mL,
PM es el peso de la muestra en g, WM es la masa molecular del B-caroteno

en g-mol™.
3.2.6. Clorofila

La determinacion de clorofila se realiz6 siguiendo el método descrito por
Arnon (1949). Para ello se peso la muestra liofilizada de arazé en una balanza
analitica (Shimadzu libror, AEG-220; Kyoto, Jap6n) y se afiadid una solucién
acuosa de acetona al 80 %, para llevar a cabo la extraccion. Se agitd la mezcla
en un vortex (Mistral 4600, Multi-Mixers; lllinois, Estados Unidos) y se
centrifug6 en un equipo Damon IEC, Serie 04938 (Estados Unidos). Por ultimo
se pasO el extracto a wuna celda de vidrio y se determind
espectrofotométricamente la absorbancia a 645 nm (fraccion “a” de la clorofila)
y 663 nm (fraccion “b” de la clorofila) en un equipo Shimadzu UV-VIS 2600
(Kioto, Japon).

Para la cuantificaciébn se utilizaron las siguientes ecuaciones: clorofila a

(Ecuacion 4), clorofila b (Ecuacion 5) y clorofila total (Ecuacion 6).
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Dg45—45,6Cy,

C, = 2eas—456Cp Ec. 4
16,75

Cp = 0,0229 Dgye — 0,00468D 445 Ec.5

Ct = 0,0202 Dg45 + 0,00802De5 Ec. 6

Donde: Ca es la concentracion de clorofila a, Dsss es la absorbancia del
extracto a 645 nm, Cp es la concentracion de clorofila b, Desz €s la absorbancia
del extracto a 663 nm y Cr es la concentracion de clorofila total.

3.3. Analisis estadistico
3.3.1. Factores en estudio

Para cada fruta se consideré como factores en estudio la composicion de la
atmésfera modificada (mezcla de oxigeno, dioxido de carbono y nitr6geno)
determinada en ensayos preliminares y el tiempo de almacenamiento (10

dias) como se detalla en la Tabla 2.

Tabla 2. Factores en estudio para determinar la influencia de cinco atmésferas
modificadas en la calidad fisicoquimica, bioquimica en el araza

FACTOR NIVEL DESCRIPCION DE NIVEL
Ai 21 % O2-79 % N2
Composicién de la Gl 2,5% O2'2,5%CO2'90% N2
Atmosfera G2 2,5% 02-5,0 % CO2-92,5 % N2
Modificada (Mezcla
Oxigeno y didoxido de G3 80,0 % 02'10,0 % CO2-10 % N2
carbono) G4 80,0 % 02%-20,0 % CO2-0 % N2
G5 90,0 % 02-10,0 % CO2-0 % N2
D1 Dia 1l
Tiempo de D2 Dia 4
almacenamiento D3 Dia 7
D4 Dia 10
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3.3.2. Tratamientos

Los tratamientos constituyen la combinacion de los factores en estudio: tipo

de atmdésfera modificada y el tiempo de almacenamiento (Tabla 3).

Tabla 3. Tratamientos obtenidos para determinar la influencia de cinco atmdésferas
modificadas en la calidad fisicoquimica y bioquimica del araza.

TRATAMIENTOS
1. GiD1 21. A1D1
2. G1D4 22. A1D4
3. G1D7 23. A1D7
4. G1D10 24. A1D10
5. G2D1 25. A2D1
6. G2D4 26. A2D4
7. G2D7 27. A2D7
8. G2D10 28. A2D10
9. G3D1 29. A3D1
10. G3D4 30. A3D4
11. G3D7 31. A3D7
12. G3D10 32. A3D10
13. G4D1 33. A4D1
14. G4D4 34. AdD4
15. G4D7 35. A4D7
16. G4D10 36. A4D10
17. G5D1 37. A5D1
18. G5D4 38. A5D4
19. G5D7 39. ASD7
20. G5D10 40. A5D10

3.3.3. Disefo experimental

El conjunto de los tratamientos se organizo en un disefio experimental de 5
bloques (mezclas gaseosas) analizadas durante 4 momentos del
almacenamiento (dias de analisis), que se llevd a cabo por duplicado (Tabla
4).
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Tabla 4. Andlisis de fuente de variacion y grados de libertad del disefio experimental

empleado para estudiar el efecto de las atmdsferas modificadas en la calidad
bioquimica del araza.

Fuente de variacion  Grados de libertad

TOTAL FXTxR -1 39
Factor A A-1 4
Factor B B-1 3
Error 39-4-3=32
experimental

3.3.4. Anélisis estadistico

Para los tratamientos que presentaron diferencias significativas se utilizo el
test de Tukey para la separacion de medias o el equivalente no paramétrico

para la comparacion de medianas (test de Kruskal-Wallis) a un nivel de

significancia del 5 %.
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CAPITULO IV.- RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Polifenoles totales
4.1.1. Adaptacién del método para andlisis de polifenoles totales

Para el andlisis de polifenoles totales se procedio a la extraccion del analito
de araza, utilizando la metodologia descrita en el Capitulo 3. La cuantificacion
se realiz6 por reaccion de color con el reactivo de Folin-Ciocalteu sobre una

curva de calibracion realizada con un set de estandares de acido galico.

4.1.2. Linealidad

En la estandarizacion del método se realizé el estudio de linealidad, donde se
utilizé un conjunto de estandares de acido galico con concentraciones entre 0
y 100 ppm por triplicado, en tres dias diferentes. Posteriormente se realiz6 el
estudio de regresion lineal y se establecié una curva de calibracién promedio
del método. En la Tabla 5 se presentan los resultados obtenidos en el analisis

estadistico de los datos.

Tabla 5. Resultados del estudio de regresion lineal para la validacién del método de
analisis de polifenoles en araza.

Parametro Promedio
m (pendiente) 0,0117
Lo (ordenada al origen) 0,0789
R? 0,9995
trobtenido 82,64
trtabla 2,78

Mediante los resultados de la Tabla 5 se establecié que la curva de ajuste
lineal de calibracién promedio presenté un coeficiente de determinacion R? de
0,9994, lo que indica que el ajuste lineal fue adecuado, ya que casi toda la
variabilidad de los datos experimentales pudo ser explicada por dicho modelo
de regresion, lo que pudo verificarse mediante un test de Student, mediante
el que se observo la existencia de una significativa correlacion lineal positiva

entre la absorbancia medida por el espectrofotometro y la concentracion de
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acido galico analizada. En la Figura 3 se presenta la curva de calibracion
promedio con la cual se realiz6 la cuantificacion del contenido de polifenoles

totales para todas las muestras de este estudio.

1,400

1,200 e
© 1,000 o
g 0,800 _— y=0,0117x +0,0789
2 Rz =0,9995
S 0,600 .
< 0,400

0,200

P4
0,000
0 20 40 60 80 100 120

Concentracion de acido galico (mg/L)

Figura 3. Curva de calibraciéon promedio para la cuantificaciéon de polifenoles.

4.1.3. Precision

Para determinar la precision del método, se realiz6 el andlisis de polifenoles
totales de una muestra liofilizada de pulpa de arazd con seis repeticiones
siguiendo el método descrito en el Capitulo 3, estableciéndose la desviacion

estandar y el coeficiente de variacion del método (Tabla 6).

Tabla 6. Resultados del estudio de precision del método para andlisis de polifenoles
totales en muestra liofilizada de pulpa de araza.

MUESTRA Araza
mg/100 g ms
919,6

877,1
919,0
898,5
890,8
919,3
Promedio 904,0
Desv. estandar 18,0

O O | W| N|

Coef. variacion (%) 2,0

ms = materia seca
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Observando los resultados de la Tabla 6, se determind que el coeficiente de
variacion en el ensayo de repetibilidad fue de 2 %, el cual estuvo dentro del
limite permitido para el rango de magnitudes de concentraciones medidas
(mg/100 g) de acuerdo a lo establecido por la ecuacion de Horwitz (8 %), por
lo cual se verificd que el método tuvo la precision adecuada para realizar el
andlisis.
4.1.4. Exactitud

La exactitud del método se determind como porcentaje de recuperacion de
polifenoles en cada ciclo de extraccion. Para ello se determind el nUmero de
ciclos de extraccion necesarios para la obtenciéon del 100 % de rendimiento

de extraccion de polifenoles, utilizando como solvente de extraccion la
solucion de metanol/agua/acido formico (Figura 4).

80 -

Extraccion polifenoles Totales (%)

Ciclos de extracciéon

Figura 4. Recuperacion de los polifenoles totales en muestra liofilizada de araza en funcion
de los ciclos de extraccion.

Observando la Figura 4, se estableci6 que a partir de la séptima extraccion no
permiti6 detectar la presencia de polifenoles residuales en la solucion
extractora, por tanto, seis ciclos de extraccion fueron suficientes para obtener

practicamente el 100 % de recuperacion de polifenoles, resultando en un
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método robusto, que presentd una exactitud y precision adecuada para el nivel

de concentracién que se quiso determinar.

4.1.5. Efecto de las atmdsferas modificadas sobre el contenido de
polifenoles totales durante el almacenamiento refrigerado

En la Tabla 7 se presentan la evolucion de los resultados promedio de los
andlisis de polifenoles totales en muestras de pulpa de araza almacenados en
refrigeracion por 10 dias en diversas atmoésferas modificadas (AM) con su

respectivo testigo. Con estos resultados se realizé el andlisis estadistico.

Tabla 7. Evolucién del contenido de polifenoles totales presentes en pulpa de araza
almacenado en refrigeracion (12 °C) durante 10 dias.

Polifenoles totales (mg de acido galico/100 g ms)

Mezcla gaseosa

Dia 1 Dia 4 Dia 7 Dia 10
Gas 1 (2,5/2,5) 1193,75 2519,19 4186,21 1035,49
Aire 1 (control) 864,70 1331,91 1063,08 1143,04
Gas 2 (2,5/5,0) 4858,56 5641,88 2036,90 1283,35
Aire 2 (control) 1014,81 4400,23 1346,85 1283,35
Gas 3 (80/10) 1354,63 1013,18 1071,59 767,56
Aire 3 (control) 501,44 815,90 885,11 742,06
Gas (80/20) 1771,45 1187,17 1190,22 977,02
Aire 4 (control) 762,06 1053,03 956,41 981,66
Gas 5 (90/10) 4353,37 3614,68 1227,34 1280,49
Aire 5 (control) 722,04 983,46 1079,87 5036,70

ms: materia seca

La Tabla 8 muestra el ANOVA de los valores medios de polifenoles totales de
la fruta almacenada bajo las mezclas gaseosas y aire control durante 10 dias

de almacenamiento a una temperatura de 12 °C.
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Tabla 8. Efecto de las atmdsferas modificadas sobre el contenido de polifenoles
totales promedio en pulpa de araza almacenado en refrigeracion a 12 °C durante 10
dias.

Polifenoles AIRE GAS DIFERENCIA DIFERENCIA SIG 95%
ABSOLUTA RELATIVA
Alvs G1 1100,7 2234.6 1133,9 103,02 % b
A2vs G2 1833,1 3455,2 1622,1 88,49 % ok
A3 vs G3 736,1 1051,7 315,6 42,87 % b
A4 vs G4 938,3 1281,5 343,2 36,58 % bl
A5 vs G5 1955,5 2619,0 663,5 33,93 % n.s.

Ai: atmosfera control (aire) de los diferentes bloques experimentales. G1: 2,5 % 02-2,5 % CO2; G2: 2,5
% 02-5 % CO2; G3: 80 % 02-10 % CO2; G4: 80 % 02-20 % CO2; G5: 90 % O2- 10 % CO2 ns: no hay
diferencias significativas entre tratamientos con un 95 de probabilidad (p>0,05, LSD) *** hay diferencias
significativas entre tratamientos (p<0,05; LSD).

Se observa que las atmdésferas modificadas influyeron sobre el contenido de
polifenoles totales en la pulpa de araza, existiendo diferencias significativas
en los tratamientos G1, G2, G3 y G4 con respecto a su tratamiento control. En el
tratamiento G5 no existié influencia significativa sobre la concentracién de

polifenoles.

Al analizar las diferencias relativas entre las mezclas de gasesy el aire control
se pudoé observar que la fruta almacenada bajo los tratamientos G1 (2.5-2.5)y
G2 (2,5-5) retuvieron un alto porcentaje de polifenoles 103 % y 88 % en
relacion a la almacenada bajo la atmésfera de aire control. En otras palabras,
esta atmdsfera mantuvo a las frutas en el estado de madurez 3 el cual fue el
estado en el que se cosecharon. Segun Cuéllar y Anzola (2012) el mayor
namero de polifenoles se encuentra entre los estados 2 a 3, es decir, de verde
a pinton. Hay que tener en cuenta que dicho estudio se realizé en condiciones
atmosféricas normales, ya que podria haber un efecto diferente al usar otro

tipo de atmaésfera.

En la mezcla de gases que con altas concentraciones de oxigeno (G3, G4 y
Gb), los porcentajes de polifenoles con relacién al aire control no llegaron ni a
al 50 %, es decir el proceso de maduraciéon y sobremaduracién continuaron
en estos tratamientos, debido a reacciones de oxidacion. Estos resultados

confirman los estudios realizados por Vargas y Narvaez (2005), los cuales
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mencionan que las frutas al momento de alcanzar el pico climatérico
comienzan a producir mayor cantidad de especies reactivas de oxigeno (Zaro
et al.) que dafian los componentes celulares y las cuales se presentan cuando

existe un alto metabolismo oxidativo.

4.2. Flavonoides

4.2.1. Adaptacion del método para anélisis de flavonoides totales

Para el analisis de flavonoides totales se procedi6 a la extraccién del analito
de araza, utilizando la metodologia descrita en el Capitulo 3. La cuantificacién
se realizd por reaccidon de una solucion de cloruro de aluminio en medio
bésico, formando un croméforo de color rosado sobre una curva de calibracién

realizada con un set de estandares de catequina.

4.2.2. Linealidad

En la estandarizacion del método se realiz6 el estudio de linealidad, donde se
utilizé un conjunto de estandares de catequina con concentraciones entre 0 a
100 ppm por triplicado en tres dias diferentes, posteriormente se realizd el
estudio de regresion lineal y se establecié una curva de calibracion promedio
del método. En la Tabla 9 se presentan los resultados obtenidos en el analisis

estadistico de los datos.

Tabla 9. Resultados del estudio de regresion lineal para el método de andlisis de
flavonoides totales en araza.

Parametro Promedio
m (pendiente) 0,0032
Lo (ordenada al origen) 0,0669
R? 0,9998
trobtenido 47,0447
triapla 2,45

Mediante los resultados de la Tabla 9 se establecio que la curva de calibracion

promedio presenté un coeficiente de determinacion lineal R? de 0,9970, lo que
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indica que el ajuste lineal fue adecuado, ya que casi toda la variabilidad de los
datos experimentales pudo ser explicada por dicho modelo de regresion, lo
gue pudo verificarse mediante un test de Student, mediante el que se observé
la existencia de una significativa correlacion lineal positiva entre la
absorbancia medida por el espectrofotémetro y la concentracion de acido
gélico analizada. En la Figura 5 se presenta la curva de calibracion promedio
con la cual se realizo la cuantificacion del contenido de flavonoides totales

para todas las muestras de este estudio.

00

Concentracion de catequina (ppm)

Figura 5. Curva de calibracion promedio para la cuantificacion de flavonoides totales en araza

4.2.3. Precision

Para determinar la precision del método, se realiz6 el analisis de flavonoides
totales de una muestra liofilizada de pulpa de arazd con seis repeticiones
siguiendo el método de flavonoides totales, estableciéndose la desviacion

estandar y el coeficiente de variacion del método (Tabla 10).
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Tabla 10. Resultados del estudio de precision del método para analisis de flavonoides
totales en muestra liofilizada de pulpa de araza.

Muestra Araza
mg catequina/100 g ms
1 301,73
2 319,03
3 344,49
4 362,03
5 344,60
6 318,82
Promedio 331,78
Desv. 22,25
Estandar
Coef. 6,71

Variacion (%)
ms=materia seca

Observando los resultados de la Tabla 10, se determind que el coeficiente de
variacion en el ensayo de repetitividad fue de 6,71 %, el cual estuvo dentro
del limite permitido para la concentracion medida (mg/100 g) de acuerdo a lo
establecido por la ecuacién de Horwitz (8 %), por lo cual se establecié que el

método tuvo la precision adecuada para realizar el analisis.

4.2.4. Exactitud

La exactitud del método se determind como porcentaje de recuperacién de
flavonoides en cada ciclo de extraccion. Se determiné el nimero de ciclos de
extraccidbn necesarios para la obtencion del 100 % de rendimiento de
extraccion de polifenoles, utilizando como solvente de extraccion la solucién

de metanol/agua/acido formico (Figura 6).
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Figura 6. Recuperacién de flavonoides totales en muestra liofilizada de araza en funcién de
los ciclos de extraccion

Observando la Figura 6, se establecié que a partir de la séptima extraccion,
no se pudo detectar la presencia de flavonoides residuales en la solucién
extractora, por tanto con seis ciclos de extraccion fue suficiente para obtener
practicamente el 100 % de recuperacion de flavonoides, resultando en un
método robusto, que present6 una exactitud y precision adecuada para el nivel

de concentracion que se necesitd determinar.

4.25. Efecto de las atmo6sferas modificadas sobre el contenido de
flavonoides totales en araza.

En la Tabla 11 se presentan los resultados promedio del analisis de
flavonoides totales en muestras de pulpa de arazd almacenados en
refrigeracion por 10 dias en diversas atmosferas modificadas con su

respectivo testigo. Con estos resultados se realiz6 el analisis estadistico.
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Tabla 11. Resultados de flavonoides totales en muestra liofilizada de pulpa de araza
almacenado de atmdsfera modificada y refrigeracion (12 °C) durante 10 dias

MEZCLA Flavonoides Totales(mg de catequina/100 g ms)

GASEOSA Dia 1 Dia 4 Dia 7 Dia 10
Gas 1(2,5/2,5) 48,92 90,40 124,94 46,66
Aire 1 (control) 31,74 61,77 37,32 55,76
Gas 2 (2,5/5,0) 148,43 150,29 69,09 42,25
Aire 2 (control) 32,25 114,11 44,95 41,62
Gas 3 (80/10) 45,02 56,08 43,85 34,39
Aire 3 (control)3 39,00 43,58 46,27 45,72
Gas (80/20) 74,73 29,11 81,58 34,95
Aire 4 (control) 106,16 39,97 34,38 39,39
Gas 5 (90/10) 190,48 161,20 33,72 97,90
Aire 5 (control) 70,73 69,55 101,12 145,75

ms: materia seca

La Tabla 12 indica el ANOVA de los efectos de las atmdsferas modificadas
sobre el contenido de flavonoides totales frente a su aire control teniendo una
diferencia significativa en las mezclas de gases G1 y G2 con respecto a sus
aires control, obteniendo asi un porcentaje de 66,64 % y 76,06 %
respectivamente que corresponden a una concentracion baja de oxigeno y

diéxido de carbono, cuyas mezclas son de 2,5/2,5 para G1y 2,5/5,0 para G2.

Tabla 12. Efecto de las atmoésferas modificadas sobre el contenido de flavonoides
totales promedio del araz durante 10 dias de almacenamiento refrigerado a 12 °C.

Flavonoides AIRE GAS DIFERENCIA DIFERENCIA SIG
ABSOLUTA RELATIVA 95%
Alvs G1 46,6 77,7 31,1 66,64% ok
A2 vs G2 58,2 102,5 44,3 76,05% ok
A3 vs G3 43,6 44,8 1,2 2,74% ns
Advs G4 55,0 55,1 0,1 0,22% ns
A5 vs G5 96,8 120,8 24,0 24,83% ns

Ai: atmosfera control (aire) de los diferentes bloques experimentales. G1: 2,5 % 02-2,5 % CO2; G2:
2,5 % 02-5 % CO2; G3: 80 % 02-10 % CO2; G4: 80 % 02-20 % CO2; G5: 90 % O2- 10 % CO2 ns:
no hay diferencias significativas entre tratamientos con un 95 de probabilidad (p>0,05, LSD) *** hay
diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05; LSD).
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Tal como se ve reflejado en los resultados de la Tabla 12, los promedios tanto
para el tratamiento G1 y G2 fueron de 77,7 mg/100 g y 102,5 mg/100 g de
catequina. Estos valores resultaron mayores que los hallados para las
muestras almacenadas en aire, en las cuales los valores de concentracion de
flavonoides totales fue menor puesto que sus valores se encontraron entre
46,6 mg/100 g (Al) y 58,2 mg/100 g de catequina (A2) (Tabla 12). Estos
resultados confirman el estudio realizado por Ospina y Cartagena (2008),
segun el cual las atmésferas bajas en Oz disminuyen la tasa respiratoria del
araza, por lo cual favorecen la conservacion de los compuestos bioactivos

(flavonoides).

4.3. Carotenoides en pulpay céscara.

4.3.1. Adaptacion del método para analisis de carotenoides
totales.

Para el analisis del contenido total de carotenoides se adapté el método a
muestras de pulpay cascara de araza, de caracteristicos colores amarillos,
utilizando la metodologia descrita en el Capitulo 3. En el extracto obtenido
se determinoé la absorbancia a 490 nm en un espectrofotdmetro UV-visible
y se calculd la concentracion directamente utilizando el coeficiente de

extincion molar del B-caroteno.

4.3.2. Precision

Para determinar la precision del método, se realizé el andlisis de una
muestra liofilizada de pulpa y cascara araza con 6 repeticiones siguiendo
el método completo y se determiné la desviacion estandar y el coeficiente
de variacion (Tabla 13).
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Tabla 13. Resultados del analisis de precision del método de analisis de carotenoides

totales en muestra liofilizada de araza.

Arazéa pulpa Arazéa cascara
g/100 g ms mg/100 g ms
MUESTRA
1 1,99 31,02
2 2,04 30,74
3 2,02 31,24
4 2,03 31,02
5 2,10 30,74
6 2,06 31,24
Promedio 2,04 31,00
Desv. estandar 0,037 0,22
Coef. Var (%) 1,80 0,72

ms=materia seca

Observando los resultados de la Tabla 13 se determind que el coeficiente de

variacion en el ensayo de repetibilidad fue de 1,80 %, para la pulpay 0,72 %

para cascara, valores que estdn dentro de los limites permitidos para la

concentracion medida (mg/100 g) de acuerdo a la ecuacion de Horwitz (12 %),

por lo cual el método tuvo la precision adecuada para realizar el analisis.

4.3.3. Exactitud

Para el analisis de exactitud como porcentaje de recuperacion se realizo la

determinacién del nimero de ciclos de extraccion necesarios para obtener el

100% de rendimiento de extraccion de los carotenoides en pulpay en cascara

en cada una de las matrices estudiadas para esta investigacion (Figura 7).
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Figura 7. Recuperacion de los carotenoides totales en muestra de pulpa liofilizada de araza

en funcién de los ciclos de extraccion
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Figura 8. Recuperacién de los carotenoides totales en muestra liofilizada de cascara de araza
en funcién de los ciclos de extraccién

Observando los resultados de la Figura 7, se establecié que para el caso de
la pulpa de araza se requirio 3 ciclos de extraccioén y para la cascara de araza
se necesitd 5 ciclos de extraccion tal como lo indica la Figura 8 acompafiados
de 3 minutos por vortex y 5 minutos en bafio ultrasonido para obtener el 100
% de recuperacion de los carotenoides. Con estos resultados se determind
que el método fue robusto puesto que presentd la precisién y exactitud

adecuada para el nivel de concentracién medido.

4.3.4. Efecto de las atmosferas modificadas sobre el contenido
de carotenoides totales en pulpa de araza.

En la Tabla 14 se presentan los resultados promedio del analisis de
carotenoides totales en muestras de pulpa de arazd almacenados en
refrigeracion por 10 dias en diversas atmoésferas modificadas (AM) con su

respectivo testigo. Con estos resultados se realizé el analisis estadistico.
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Tabla 14. Resultados de carotenoides totales en muestra liofilizada de pulpa de
Arazé almacenado 10 dias de almacenamiento refrigerado a 12 °C.

MEZCLA Carotenoides Totales (mg/100g ms)
GASEOSA Dia 1 Dia 4 Dia 7 Dia 10
Gas 1(2,5/2,5) 3,2 3,3 2,8 29
Aire 1 (control) 3,1 3,6 3,9 2,7
Gas 2 (2,5/5,0) 1,3 1,2 1,9 1,6
Aire 2 (control) 2,3 1,6 2,9 2,6
Gas 3 (80/10) 2,0 1,8 2,2 23
Aire 3 (control) 2,1 2,2 2,4 2,1
Gas (80/20) 2,2 2,0 1,6 1,7
Aire 4 (control) 1,8 1,7 1,6 1,9
Gas 5 (90/10) 1,3 1,7 2,2 1,8
Aire 5 (control) 1,7 2,2 1,7 0,9

ms: materia seca

La Tabla 15 muestra el ANOVA de los valores medios tanto de las mezclas
gaseosas como las del aire control durante 10 dias de almacenamiento a una
temperatura de 12 °C. De igual manera se observé que las atmdsferas
modificadas influyen sobre el contenido de carotenoides totales en la pulpa de
araza, teniendo asi una diferencia significativa en la mezcla gaseosa 2,5 O2/5
CO2 (G2) con respecto a su aire control. En los restantes tratamientos no
existid influencia alguna sobre la concentracion de carotenoides ya que no se

observaron diferencias significativas.

Tabla 15. Efecto de las atmésferas modificadas sobre el contenido de carotenoides
totales promedio de pulpa de araza durante 10 dias de almacenamiento refrigerado
al2c°C.

Carotenos AIR GAS DIFERENCIA DIFERENCIA SIG
Pulpa E ABSOLUTA RELATIVA 95%
AlvsGl 33 31 -0,3 -8,17 % Ns
A2vs G2 23 15 -0,8 -36,32 %
A3vs G3 22 21 -0,1 -5,97 % Ns
Advs G4 18 1,9 0,1 6,28 % Ns
A5vsG5 1,6 18 0,1 7,11 % Ns

Ai: atmosfera control (aire) de los diferentes bloques experimentales. G1: 2,5 % 02-2,5 % CO2; G2:
2,5 % 02-5 % CO2; G3: 80 % 02-10 % CO2; G4: 80 % 02-20 % CO2; G5: 90 % O2- 10 % CO2 ns:
no hay diferencias significativas entre tratamientos con un 95 de probabilidad (p>0,05, LSD) *** hay
diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05; LSD).
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Al analizar el contenido de carotenoides en la pulpa de araz4 se pudo observar
que con la mezcla gaseosa 2,5 % O2y 5 % CO2 se obtuvo un resultado
promedio de 1,5 mg B-caroteno /100 g ms que fue un valor menor al de la
muestra control que tuvo una media de 2,3 mg [3-caroteno /100 g ms. Segun
Hernandez, et al. (2004) para el desarrollo de carotenoides es necesario la
degradacion de la clorofila que se da por la accion de las enzimas clorofilasas,
las cuales son degradadas al incrementarse el pH del interior de la célula.
Segun lo reportado por Sanchez (2017), el efecto de las atmdsferas con baja
concentracion de oxigeno no llegaron a aumentar significativamente el pH de
la pulpa de araza almacenado bajo esta mezcla gaseosa, por lo que hay que
pensar que el efecto inhibidor podria méas bien deberse a la baja concentracion
de oxigeno, que afectaria al rendimiento de la actividad de las enzimas

(Barreiro y Sandoval, 2006).

4.3.5. Efecto de las atmoésferas modificadas sobre el contenido de
carotenoides totales en cascara de araza.

En la Tabla 16 se presentan los resultados promedio del andlisis de
carotenoides totales en muestras de cascara de araza almacenados en
refrigeracion por 10 dias en diversas atmosferas modificadas (AM) con su

respectivo testigo. Con estos resultados se realizé el analisis estadistico.

Tabla 16. Resultados de Carotenoides Totales en muestra liofilizada de cascara de
Arazé por 10 dias de almacenamiento refrigerado a 12 °C.

MEZCLA Carotenoides totales en cascara (mg/100 g ms)

GASEOSA Dia 1 Dia 4 Dia 7 Dia 10
Gas 1 (2,5/2,5) 29,51 26,58 16,46 19,57
Aire 1 (control) 25,91 23,72 24,95 21,21
Gas 2 (2,5/5,0) 14,81 13,56 15,50 18,44
Aire 2 (control) 11,34 12,67 17,05 18,31
Gas 3 (80/10) 15,54 13,86 14,36 16,99
Aire 3 (control) 13,53 17,57 18,22 15,42
Gas (80/20) 20,01 14,60 12,95 16,25
Aire 4 (control) 17,40 18,39 16,10 15,85
Gas 5 (90/10) 16,05 16,70 16,19 20,63
Aire 5 (control) 14,78 14,62 15,71 17,73

ms: materia seca
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La Tabla 17 muestra el ANOVA de los valores medios tanto de las mezclas
gaseosas como las del aire control durante 10 dias de almacenamiento a una
temperatura de 12 °C. De igual manera se observa que el efecto de las
atmosferas modificadas influyo sobre el contenido de carotenoides totales en
la ciscara de arazd, teniendo asi una diferencia significativa entre la mezcla
gaseosa 90 0O2/10 CO2 (G5) y su aire control. En los tratamientos sobrantes
no existio influencia alguna sobre la concentracién de carotenoides totales en

cascara de araza ya que no se aprecio existencia de diferencias significativas.

Tabla 17. Efecto de las atmdsferas modificadas sobre el contenido de carotenoides
totales promedio del araz durante 10 dias de almacenamiento refrigerado a 12 °C.

Carotenos cascara AIRE GAS DIFERENCIA DIFERENCIA SIG
ABSOLUTA RELATIVA 95%
Alvs G1 23,9 23,0 -0,92 -3,85 % ns
A2 vs G2 14,8 15,6 0,73 4,92 % ns
A3 vs G3 16,2 15,2 -1,00 -6,21 % ns
Advs G4 16,9 15,9 -0,99 -5,83 % ns
A5 vs G5 15,7 17,4 1,68 10,70 % *kk

Ai: atmosfera control (aire) de los diferentes bloques experimentales. G1: 2,5 % 02-2,5 % CO2; G2:
2,5 % 02-5 % CO2; G3: 80 % 02-10 % CO2; G4: 80 % 02-20 % CO2; G5: 90 % O2- 10 % CO2 ns:
no hay diferencias significativas entre tratamientos con un 95 de probabilidad (p>0,05, LSD) *** hay
diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05; LSD).

El contenido de carotenoides totales en la cascara de araza se vio influenciada
por el tratamiento 90 O2/10 CO2(G5), ya que como se observa en la Tabla 17,
la media del gas 17,4 mg/100 g fue mayor a la del aire control 15,7 mg/100 g,
por lo tanto dicho tratamiento no ayudé a detener la sintesis de carotenos sino
acelerd dichas reacciones. Segun Meléndez et al. (2004) los carotenoides
son inestables con la presencia de oxigeno, al contener 9 0 mas enlaces
conjugados inactivan ciertas formas reactivas de oxigeno. En este sentido el
B-caroteno se diferencia del resto de antioxidantes, por ser mas efectivo a

bajas concentraciones de oxigeno.
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4.4. Clorofilatotal
4.4.1. Adaptacion del método de anélisis de clorofila total

Para el andlisis de clorofila total se procedié a la extraccion del analito de la

cascara de araza, utilizando la metodologia descrita en el capitulo 3.

4.4.2. Precision

Para determinar la precision del método, se realizo el andlisis de una muestra
liofilizada de cascara de araza con 6 repeticiones siguiendo el método de
clorofila total, estableciéndose la desviacién estdndar y el coeficiente de
variacion del método (Tabla 18).

Tabla 18. Resultados del andlisis de precision del método de analisis de clorofila
total.

MUESTRA Clorofila Total (mg/100 g ms)
1 40,68
2 41,55
3 43,12
4 39,84
5 40,78
6 41,48
SUMATORIA 165,19
Promedio 41,24
Desv. estandar 1,40
Coef. Variacion (%) 3,40

ms: materia seca

Observando los resultados de la Tabla 18, se determin6 que el error maximo
obtenido en el ensayo de repetibilidad fue de 3,40 %, el cual estuvo dentro del
limite permitido para la concentracion medida (mg/100 g) de acuerdo a lo
establecido por la ecuacion de Horwitz (12 %), por lo cual se establecié que

el método tiene la precision adecuada para realizar el analisis.

4.4.3. Exactitud

Para el analisis de la exactitud como porcentaje de recuperacion, se determino
el numero de ciclos de extraccion necesarios para la obtencion del 100 % de

rendimiento de extraccién de clorofila total (Figura 10).
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Figura 9. Resultados del ensayo de recuperacion de clorofila total

Observando la Figura 10, se estableci6 5 ciclos de extraccion, para obtener el
100 % de recuperacion de clorofila. Con estos resultados se determind que el
método fue robusto, puesto que presentd una exactitud y precision adecuada

para el nivel de concentracion que se requirié determinar.

4.4.4. Efecto de las atmosferas modificadas sobre el contenido
de clorofila total en cascara de araza.

En la Tabla 19 se presentan los resultados promedio del analisis de clorofila
total en muestras de cascara de araza almacenado en refrigeracion por 10
dias en diversas atmdésferas modificadas (AM) con su respectivo testigo. Con

estos resultados se realizd el analisis estadistico.

Tabla 19. Resultados de Clorofila Total en muestra liofilizada de cascara de Araza
por 10 dias de almacenamiento refrigerado a 12 °C

Clorofila total en Cascara (mg/100 g ms)

MEZCLA GASEOSA Dia 1l Dia 4 Dia7 Dia 10
Gas 1 (2,5/2,5) 122,92 80,98 83,04 96,39
Aire 1 (control) 87,48 85,00 83,97 84,24
Gas 2 (2,5/5,0) 103,01 92,23 100,70 111,42
Aire 2 (control) 69,65 64,20 82,16 85,77

Gas 3 (80/10) 98,33 71,72 86,45 96,54
Aire 3 (control) 86,12 92,65 89,73 70,80
Gas (80/20) 69,95 88,29 77,96 112,26
Aire 4 (control) 83,22 91,28 112,30 91,92
Gas 5 (90/10) 92,61 90,55 96,79 97,69
Aire 5 (control) 73,74 97,26 90,50 90,74

ms: materia seca
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La Tabla 20 muestra el ANOVA de los valores medios tanto de las mezclas
gaseosas como las del aire control durante 10 dias de almacenamiento a una
temperatura de 12 °C. De igual manera se observa que las atmosferas
modificadas influyeron, sobre el contenido de clorofila total en cascara de
araza teniendo asi una diferencia significativa entre la mezcla gaseosa 2,5
02/5 CO2 (G2) y su aire control. En los tratamientos sobrantes no existio
influencia alguna sobre la concentracion de clorofila total en cascara de araza

ya que no existio diferencia significativa.

Tabla 20. Efecto de las atmésferas modificadas sobre el contenido de clorofila total
promedio de cascara de araza durante 10 dias de almacenamiento refrigerado a 12
°C.

Clorofila AIRE GAS DIFERENCIA DIFERENCIA Sig. 95 %
total ABSOLUTA RELATIVA

Alvs G1 85,17 85,15 -0,02 -0,02 % Ns
A2 vs G2 75,45 101,84 26,40 34,99 % ok
A3 vs G3 84,83 88,26 3,43 4,05 % Ns
Advs G4 94,68 87,11 -7,57 -7,99 % Ns
A5 vs G5 88,06 94,41 6,35 7,21 % Ns

Ai: atmosfera control (aire) de los diferentes bloques experimentales. G1: 2,5 % 02-2,5 % CO2; G2:
2,5 % 02-5 % CO2; G3: 80 % 02-10 % CO2; G4: 80 % 02-20 % CO2; G5: 90 % O2- 10 % CO2 ns:
no hay diferencias significativas entre tratamientos con un 95 de probabilidad (p>0,05, LSD) *** hay
diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05; LSD).

La Tabla 20 permite apreciar el contenido de clorofila total promedio de
cascara de araza sometida a diferentes mezclas gaseosas con su control, se
observa que existio diferencia significativa en el tratamiento G2 que
corresponde a 2,5 O2/5 COz2, donde se aprecio un mayor contenido de clorofila
(34,99 %) respecto al aire control. Esto se debe a la baja concentracién de
oxigeno en el tratamiento. Lo contrario sucedié con concentraciones altas de
oxigeno debido a que la degradacién de la clorofila es afectada por el oxigeno
y su accién enzimatica se activa en condiciones de estrés fisioldgico, como la
senescencia y almacenamiento prolongado de las frutas, al incrementar la

actividad respiratoria y climatérica de las frutas (Barreiro y Sandoval, 2006).
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4.5. Selecciéon de la mejor atmdésfera modificada para la conservacion
de compuestos bioactivos del araza.

Tras la realizacion de todos los analisis estadisticos pertinentes para la
eleccion del mejor tratamiento entre las mezclas gaseosas en orden a
optimizar la conservacion de los diferentes compuestos bioactivos estudiados
en el experimento, se procedié6 a dar una puntuacion +1 a un resultado
favorable a la atmosfera modificada frente a su control, O cuando no se
encontraron diferencias significativas y un valor -1 a un resultado desfavorable

a la atmosfera modificada frente a su control (Tabla 21).

Tabla 21. Diferencias estadisticamente significativas entre concentraciones medias
de los compuestos bioactivos de los 5 tratamientos gaseosos.

Tratamientos pITJII:;—a FT pulpa pl?ll-)a césc,:cgra cgslzglr—a TOTAL
Gaslvs Al +1 +1 0 0 0 +2
Gas2 vs A2 +1 +1 -1 0 +1 +3
Gas3vs A3 +1 0 0 0 0 +1
Gas4 vs A4 +1 0 0 0 0 +1
Gas5vs A5 0 0 0 +1 0 +1

+1: diferencia significativa a favor del bioactivo almacenado en Mezcla de Gases; 0: no tiene diferencia
significativa del bioactivo entre Mezcla de Gases y aire; -1: diferencia significativa en contra del
bioactivo almacenado en mezclas gaseosas; PFT: polifenoles totales; FT: flavonoides totales: CT:
carotenos totales ClorT: clordfila total.

Al observar la Tabla 21 con las diferentes puntuaciones se pudo determinar
gue la mezcla gaseosa idénea para el almacenamiento y conservacion de la
mayoria de compuestos bioactivos (polifenoles, flavonoides, carotenoides en
pulpa y clorofila en pulpa) del araza fue la compuesta por 2,5% O2/ 5% CO:x.
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4.5.1. Analisis de polifenoles totales en pulpa de araza
almacenado 10 dias a 12 °C bajo el tratamiento 2,5 % O2/5
% CO2.

En la Figura 10 se puede apreciar que los polifenoles llegaron a su
concentracion maxima el dia 4, incrementando 1,5 veces su concentracion
desde el dia 1 hasta el dia 4, es decir se produjo biosintesis de polifenoles por
efecto de maduracion y luego de eso comenzaron a oxidarse a partir del dia

siete.
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Figura 10. Evolucién del contenido de polifenoles totales de pulpa de araza almacenado
durante 10 dias de almacenamiento a 12 °C en aire (A2) y bajo la atmésfera modificada 2,5
% 02 /5 % CO2.

Segun Carriel et al. (2014), las frutas que tengan altos niveles de compuestos
polifendlicos son mas susceptible al ataque de la enzima polifenol oxidasa que
es la responsable de la oxidacion provocando el pardeamiento de frutos; por
lo cual como se describié anteriormente en el dia cuatro el fruto tuvo un alto

contenido de polifenoles y es donde la enzima comenzé a actuar.

De igual manera la Figura 10 indica que la cantidad de polifenoles en el dia 1
tiene una amplia diferencia entre el tratamiento de aire como el de mezclas

gaseosas. Esto se did porque disminuyd la concentracién de Oz, lo cual redujo
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las reacciones enzimaticas del pardeamiento, y el aumento de la
concentracion de COz2 inhibi6 la sintesis de metabolitos fendlicos. Mientras
que en el aire control existe mayor disponibilidad de oxigeno, lo cual ayudo a
gue se aceleren las reacciones enzimaticas que se dan por la polifenol oxidasa
(Pérez, 2003).

4.5.2. Andlisis de flavonoides totales en pulpa de araza
almacenado 10 dias a 12 °C bajo el tratamiento 2,5 % O2/5
% CO2.

En la Figura 11 se presenta la evolucién de los flavonoides totales en pulpa
de araza, alcanzando los valores méximos los dias 1y 4 ya que incrementaron
1,06 veces su contenido. Después del 4° dia los flavonoides empezaron a
degradarse por efecto de la sobremaduracién o senescencia (Barreiro y
Sandoval, 2006).
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Figura 11. Evolucion del contenido de flavonoides totales de pulpa de araza almacenado
durante 10 dias de almacenamiento a 12 °C en aire (A2) y bajo la atmésfera modificada 2,5
% 02 /5 % CO2..

La degradacion de los flavonoides fue debido a que los frutos contenian
catequinas y quercetinas que son sustratos para la polifenoloxidasa (PPO),
gue es la enzima encargada del pardeamiento enzimatico. Esto se observo en

la Figura 11 que después del dia 4 es donde existi6 mayor cantidad de
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compuestos fendlicos y es por eso que la actividad de la enzima
polifenoloxidasa es mas notoria en el experimento. Esto se corroboro con la
investigacion de Nidelvia et al. (2011), mientras la concentracion de
compuestos fendlicos decrece, la actividad de la enzima polifenoloxidasa
(PPO) disminuye , lo que sugiere que la enzima PPO utiliza estos compuestos
como sustrato para formar quinonas, disminuyendo sensiblemente la actividad
de la enzima PPO cuando las concentraciones del sustrato son cercanas a

cero.

4.5.3. Analisis de carotenoides totales en pulpa de araza
almacenado 10 dias a 12 °C bajo el tratamiento 2,5 % O2/5
% CO2.

En la Figura 12 se observa la evolucion del contenido de carotenoides en la
pulpa de araza durante 10 dias de almacenamiento, existiendo un incremento
de 1,46 veces entre el dia 1 y el dia 7. Esto se produjo mediante la biosintesis

de carotenos por efecto del proceso de maduracion.

w

Gas
—— 2,5/5
—— A2

2,7
2,4
2,1
18
15

1.2

Carotenoides Totales Pulpa (n

H
N
\‘

10
Dia

Figura 12. Evolucién del contenido de carotenoides totales de pulpa de araza almacenado
durante 10 dias de almacenamiento a 12 °C en aire (A2) y bajo la atmdsfera modificada 2,5
% 02 /5 % CO2.

Tal como lo indican Ligia et al. (2010), a medida que el estado de madurez
de las frutas aumenta la cantidad de carotenos evoluciona de igual manera. A

partir del dia 7 el contenido de carotenos disminuyé por efecto de la
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sobremaduracion, fase en la que el fruto entra en senescencia debido a
reacciones de oxidacion.

Las reacciones de oxidacion son la causa principal para la degradacion o
pérdida de carotenoides, dependiendo de la disponibilidad del oxigeno, luz,
humedad y temperatura. Estos procesos oxidativos implican reacciones de
epoxidacion, formacion de apocarotenoides (carotenoides de menos de 40
atomos de carbono) e hidroxilacion, dando como resultado compuestos de
bajo peso molecular. Debido a esto los carotenoides pierden su color y
propiedades beneficiosas para la salud, pero a su vez se desarrollan
compuestos aromaticos, en unos casos agradables, y en otros no (Meléndez,
et al., 2004).

4.5.4. Analisis de clorofila total en pulpa de araza almacenado 10
dias a 12 °C bajo el tratamiento 2,5 % O2/5 % COa.

La fruta sometida a la atmésfera 2,5 % O2/ 5,0 % CO2 obtuvo un contenido
alto de clorofila total en la cascara de araza. Esto se ve reflejado en la Figura
13 en la cual se puede observar que la concentracion de clorofila se mantuvo
hasta el dia 10.
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Figura 13. Evolucién de clorofila total de cascara de araza almacenado durante 10 dias de
almacenamiento a 12 °C en aire (A2) y bajo la atmdsfera modificada 2,5 % 02 /5 % CO2.
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Al aplicar concentraciones bajas en Oz y altas CO2 se afectan diversos
procesos del metabolismo secundario, en este caso el metabolismo de los
pigmentos. Esto quiere decir que bajo las atmodsferas bajas en oxigeno se
produjo una reduccién de la degradacién de la clorofila, tal como se observé
también en el trabajo de Hernandez et al. (2010). La degradacion de clorofila
se ve afectada por varios factores como la luz, la temperatura, el pH, el
oxigeno o la acciébn de ciertas enzimas. En relacion a los factores
mencionados anteriormente, se observa en la Figura 13 que probablemente
hubo una menor actividad de la enzima clorofilasa en la atmosfera 2,5/2,5, ya
que esta reduce su actividad al tener baja disponibilidad de oxigeno (Barreiro
y Sandoval, 2006), aspecto concomitante con la reduccién de la tasa
respiratoria observada también por Sanchez (2017) trabajando con la misma

fruta.

4.6. VERIFICACION DE HIPOTESIS

e La aplicacion de las diferentes combinaciones gaseosas mediante
atmoésferas modificadas durante 10 dias de almacenamiento a 12 °C influye
en el contenido de polifenoles, por lo cual se acepta la hip6tesis alternativa.
Existié una excepcidn correspondiente al tratamiento 80 % O2/ 20 % COq,
el cual no presento diferencias significativas con respecto al aire control.

e Las frutas almacenadas bajo las atmosferas modificadas 80/10, 80/20,
90/10, no sufrieron cambios significativamente diferentes en el contenido
de flavonoides en relacion a las almacenadas en aire, mientras que la fruta
almacenada bajo las mezclas gaseosas 2,5/2,5 y 2,5/5,0 y 90/10,
mostraron diferencias significativas, por lo que se acepta la hipoétesis
alternativa.

e EIl contenido de carotenoides en pulpa de araza presentd Unicamente
diferencias significativas en el tratamiento G2 (2,5/5,0) respecto al control,
no observandose diferencias en el resto de mezclas gaseosas,
aceptandose por tanto la hipétesis alternativa.

e Las combinaciones gaseosas no influenciaron de forma significativa en el
contenido de carotenoides totales en la cascara de la fruta. En el
tratamiento G5 (90/10) se observaron diferencias significativas en este
atributo, debido a esto se aceptd la hipotesis alternativa.
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e El contenido de clorofila de la fruta se vio influenciado significativamente
por la combinacion gaseosa G2 (2,5/5,0), por lo que se acepto la hipotesis
alternativa. En el resto de los tratamientos no se obtuvo ninguna diferencia

significativa del atributo descrito anteriormente.
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CAPITULO V.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

El uso de atmosferas modificadas con bajas concentraciones de oxigeno
contribuyé de forma positiva a mantener la composicion bioguimica del
fruto del araza, mientras que las atmosferas ricas en oxigeno

proporcionaron resultados adversos.

Se consiguié adecuar y validar las diferentes técnicas analiticas para la
determinacién del contenido de carotenoides, clorofila, flavonoides y
polifenoles en cascara y pulpa de araza. Para ello, se verificé la linealidad
de las curvas de calibracion y se determiné el nimero de extracciones
necesarias para recuperar el 100 % de los compuestos bioactivos
presentes, asi como la precision y exactitud de los métodos, de acuerdo a

los criterios de Horwitz.

La atmodsfera Optima para mantener el contenido de carotenoides en
cascara resulté ser la mezcla gaseosa 90 % O2/10 % CO2, mientras que
para optimizar el contenido de clorofila, la mezcla gaseosa 2,5 % O2/5 %

CO2 resulto ser la mejor.

Las atmdésferas que optimizaron el contenido de polifenoles y flavonoides
en pulpa resultaron ser las mas bajas en oxigeno 2,5 % 02/2,5 CO2y 2,5
% 02 /5 % CO2, mientras que, por el contrario, las atmésferas ricas en

oxigeno degradaron mas rapidamente estas especies quimicas.

La atmésfera que permitio alcanzar un mejor resultado global respecto a
las variables bioquimicas estudiadas resulté ser la atmésfera 2,5 % O2 /5
% COz2, optimizando el contenido de polifenoles, flavonoides y clorofilas

totales durante un almacenamiento de 10 dias en refrigeracién (12 °C).
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5.2. Recomendaciones

e Serecomienda cosechar los frutos de la manera mas homogénea, es decir
de un solo estado de madurez para que no exista variabilidad en los

resultados de la experimentacion.

e Se recomienda utilizar combinaciones gaseosas bajas en oxigeno para

retardar el metabolismo oxidativo y poder alargar su vida util.

e Realizar los andlisis de los compuestos bioactivos en lugares con la menor

luz posible ya que este es un factor que influye en los analisis.
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ANEXOS

ANEXO A-1. FOTOGRAFIAS DE LOS ANALISIS DE LOS COMPUESTOS
BIOACTIVOS (POLIFENOLES, FLAVONOIDES, CAROTENOIDES Y CLOROFILA)

EN ARAZA

Figura 14. Pesaje de
muestra liofilizada para su
posterior andlisis.

Figural5s. Pipeteado de
solucién extractora

Figura 16. Agitacion y
homogenizacion de la
muestra.

Figura 17. Muestra en
bafio ultrasoénico.

Figura 18. Centrifugado de
muestra para analisis.

Figura 19. Balones ambar
con muestra para
polifenoles.
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Figura 20. Lavado para la
separacion de hexano y
acetona

Figura 21. Solucién de
clorofila

Figura 22. Medicion de
soluciones en el
espectrofotémetro
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